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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung, Reinigung oder/und 
Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, insbesondere 
Stuhlproben, die Verunreinigungen und Inhibitoren bzw. Storsubstanzen 
enthalten konnen. Weiterhin wird ein fur die Durchfuhrung des 
erfindungsgemafcen Verfahrens geeigneter Reagenzienkit beschrieben. 

Zahlreiche Beispiele aus verschiedenen Forschungsbereichen belegen die 
Bedeutung der Analyse von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, die 
mit Substanzen verunreinigt sind, welche Nukleinsauren wahrend der 
Lagerung schadigen und eine enzymatische Manipulation der Nukleinsauren, 
z.B. durch Amplifikation hemmen. Daher ist es fur die Brauchbarkeit der in 
den biologischen Materialien enthaltenen Nukleinsauren fur weitere 
Analysen wichtig, da& diese Substanzen nur in sehr niedrigen 
Konzentrationen vorhanden sind oder ganzlich aus der Probe entfernt 
werden. 

Eine besondere Bedeutung besitzt die Analyse von Nukleinsauren aus 
fakalen Proben. Eine wichtige medizinische Anwendung ist der Nachweis 
tumorspezifischer Veranderungen von nuklearer Human-DNA aus Stuhl, die 
als Parameter bei der Fruhdiagnose von Tumoren des Verdauungstrakts 



dienen konnen. Ebenso gewinnt der Nachweis bakterieller und viraler 
Infektionserreger aus Stuhlproben durch auf Nukleinsauren basierende 
Testverfahren zunehmend an Bedeutung. 



30 Fur die Aufreinigung von Nukleinsauren aus Stuhlproben ist die Anwendung 
einer Kombination verschiedener Reinigungsschritte wie Protease- 
behandlung, Phenol/Chloroform-Extraktion, Bindung von Nukleinsauren an 



Silika in Anwesenheit chaotroper Salze, Gelfiltration, Anionen- 
a u sta u sc he h ro matogr a p h ie so wie der Einsatz kationischer Detergenzien 
bekannt. Die mit diesen Verfahren aus Stuhlproben isolierten Nukleinsauren 
sind jedoch invallgemeinen instabil und verhalten sich oftranals problematisch 
in nachfolgenden enzymatischen Reaktionen wie z.B. P6R. Ursache hierfiir 
sind Substanzen, die zusammen mit der Nukleinsaure isoliert werden und 
diese schadigen sowie enzymatische Reaktionen inhibieren. Im Stuhl 
enthaltene Inhibitorklassen sind - soweit bekannt - Hamoglobin und dessen 
Metaboliten, Gallensauren und Gallensaurederivate sowie Polysaccharide. 

In PCT/EP/96/03595 wird ein Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung 
oder/und Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, 
insbesondere Fakalien/ beschrieben, *bei dem man^einer^Nukleinsauren 
enthaltenden Probe^aus biologischen Materialien eine Adsorptionsmatrix zur 
Bindung von Verunreinigungen zusetzt. Vorzugsweisewerwendet man eine 
Adsorptionsmatrix auf Kohlenhydratbasis, z.B. Starke, ©ellulose, Glycogen 
oder/und andere • bidgene oder nicht- biogene - Ko'h ten h\y drate oder 
Mischungen davonr wobei Mehle aus Getreide, ErbseriT^Mais/ Kartoffeln 
oder Bestandteile daraus oder Mischungen bevorzugt sind. Ais besonders 
geeignet zur Aufreinigung von Nukleinsauren aus Stuhlproben haben sich 
Mischungen aus gereinigten Kohlenhydraten oder/und Mehlen, insbesondere 
Mischungen aus Cellulose und Kartoffelmehl erwiesen. 

Mit dem in PCT/EP96/03595 beschriebenen Verfahren werden in manchen 
Fallen jedoch die Nukleinsauren schadigenden* Substanzen und PCR- 
Inhibitoren nicht vollstandig entfernt. Bei einem - variablen - Anteil von 
inhibitorischen Stuhlproben ist nach Aufreinigung unter Verwendung des 
Standardprotokolls die anschliefcende enzymatische ^Behandlung der 
Nukleinsauren nicht moglich. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit die Bereitstellung eines 
Verfahrens zur Aufreinigung von Nukleinsauren, das die Nachteile des 



Standes der Technik mindestens teilweise beseitigt und das insbesondere 
eine reproduzierbare Aufreinigung von Nukleinsauren aus "inhibitorischen 
Proben" ermoglicht. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, da£ die Aufreinigung von 
Nukleinsauren auch aus inhibitorischen Proben verbessert werden kann, 
wenn eine oder mehrere der im folgenden genannten Ma&nahmen ergriffen 
werden: 

(a) Verwendung eines Extraktionspuffers mit einem sauren bis neutralen 
pH-Wert, 

(b) Verwendung eines Extraktionspuffers mit einem hohen Salzgehalt 
und 

(c) Verwendung eines Extraktionspuffers, der eine phenolneutralisierende 
Substanz enthait. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Reinigung, 
Stabilisierung oder/und Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen 
Materialien, wobei man der Nukleinsauren enthaltenden Probe einen 
Extraktionspuffer und eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von 
Verunreinigungen zusetzt und dann die Nukleinsauren von der 
Adsorptionsmatrix und daran gebundenen Verunreinigungen abtrennt, wobei 
der Extraktionspuffer 

(a) einen pH-Wert im Bereich von 2 bis 8, 

(b) eine Salzkonzentration von mindestens 100 mM oder/und 

(c) eine phenolneutralisierende Substanz enthait. 

in einer ersten Ausgestaltungsform weist der Puffer einen pH-Wert im 
Bereich von 2 bis 8, vorzugsweise von 3 bis 7 und besonders bevorzugt 
von 4 bis 6,5 auf. AIs gunstig hat sich dabei die Verwendung von 
Acetatpuffern, z.B. Na-Acetat, erwiesen. Es konnen jedoch auch andere 
Puffer, z.B. Phosphat- oder Citratpuffer, eingesetzt werden. 
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GemaS einer zweiten Ausgestaltungsform enthalt der Extraktionspuffer eine 
Salzkonzentration von mindestens-1 00 m M , ~vo rzu g s wei s e von mindestens 
200 mM bis maximal zur Loslichkeitsgrenze des jeweils verwendeten 
Salzes. Vorzugsweise wird als Salz ein Alkalihalogenid, z.B. NaCI oder KCI 
Oder Gemische davon verwendet. 

GemaU einer dritten Ausgestaltungsform enthalt der Puffer mindestens eine 
phenolneutralisierende Substanz. Bevorzugte Beispiele fur Substanzen, die 
Phenole neutralisieren konnen, sind Polyvinylpyrrolidon (PVP) in 
unterschiedlichen Polymerisationsgraden, z.B. PVP-10, Reduktionsmittel, 
z.B. Thiolreagenzien wie B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol oder Borate. 
Besonders bevorzugt verwendet man Polyvinylpyrrolidon in einer 
Konzentration von mindestens 0,5% (Gew/Gew) bis zur Loslichkeitsgrenze. 

Weiterhin enthalten die fur das erfindungsgemafce Verfahren geeignete 
Extraktionspuffer vorzugsweise einen Chelatbildner wie etwa EDTA 
oder/und ein Detergenz, z.B. ein ionisches Detergenz wie SDS. Der 
Chelatbildner liegt vorzugsweise in einer Konzentration von 1 bis 200 mM 
vor. Die Konzentration des Detergenz betragt vorzugsweise 0,1 bis 5% 
(Gew/Gew). 

Die Adsorptionsmatrix ist derart beschaffen, date sie in Verbindung mit dem 
Extraktionspuffer Verunreinigungen, die zur Schadigung von Nukleinsauren 
fuhren oder/und die Durchfuhrung enzymatischer Reaktionen verhindern 
oder/und enzymatische Reaktionen hemmen, wie etwa Abbauprodukte von 
Hamoglobin, z.B. Bilirubin und dessen Abbauprodukte, Gallensauren oder 
Salze davon oder deren Abbauprodukte oder/und Polysaccharide und 
Polyphenole insbesondere pflanzlichen Ursprungs abtrennen oder 
neutralisieren kann. Die Verwendung einer unloslichen Adsorptionsmatrix 
ist bevorzugt. 



Bezuglich der geeigneten Adsorptionsmatrizes wird auf die Anmeldung 
PCT/EP96/03595 verwiesen. Besonders bevorzugt werden Adsorptions- 
matrizes auf Basis von Kohlenhydraten verwendet, beispielsweise Mehle aus 
Getreide, Mais, Erbsen, Soja und insbesondere aus Kartoffeln oder 
5 Bestandteile daraus bzw. Mischungen davon. Besonders bevorzugt sind 
Mischungen von Mehien mit anderen Kohlenhydraten, z.B. gereinigten 
Kohlenhydraten wie Cellulose. 

Die Menge, in der die Adsorptionsmatrix der Probe zugesetzt wird, hangt im 
10 wesentlichen von der Beschaffenheit der Probe ab. Die Adsorptionsmatrix 
jft^ kann beispielsweise in einem Gewichtsanteil von 0,05:1 bis 100:1, 
insbesondere von 0,1:1 bis 10:1 bezuglich der Probe eingesetzt werden. 

Die Nukleinsauren enthaltende Probe stammt aus biologischen Materialien, 
15 die Nukleinsaure abbauende bzw. enzymatische Reaktionen hemmende 
Verunreinigungen enthalten. Vorzugsweise stammt die Probe aus Fakalien. 
Sie kann jedoch auch beispielsweise aus anderen Quellen, z.B. Geweben 
jeder Art, Knochenmark, humanen und tierischen Korperflussigkeiten wie 
Blut, Serum, Plasma, Urin, Sperma, Cerebrospinalflussigkeit, Sputum und 
20 Abstrichen, Pflanzen, Pflanzenteilen- und extrakten, z.B. Saften, Pilzen, 
^ Mikroorganismen wie Bakterien, fossilen oder mumifizierten Proben, 

^j^^ Bodenproben, Klarschlamm, Abwassern und Lebensmitteln stammen. 

Vorzugsweise wird die Probe vor dem Zusatz der Adsorptionsmatrix im 
25 Extraktionspuffer aufgenommen und fur eine jeweils gewiinschte Zeitdauer 
vorinkubiert. Andererseits konnen Probe, Extraktionspuffer und 
Adsorptionsmatrix auch gleichzeitig zusammengegeben werden . Der Extrak- 
tionspuffer wird vorzugsweise in einem Gewichtsanteil von mindestens 
0,1 :1, insbesondere von 0,5:1 bis 50:1 bezuglich der Probe eingesetzt. Die 
30 Inkubation der Probe im Extraktionspuffer kann bei Raumtemperatur erfolgen 
und umfafct vorzugsweise einen Homogenisierungsschritt z.B. durch 
Vortexbehandlung. 



In einer Ausgestaltungsform der Erfindung kann die Inkubation unter 
Bedingungen erf olgan, die fur. eine Freise;tzuna<A§£ ,^yfei§in s f uren f M s ^ em 
Probenmaterial forderlich sind. Solche Inkubationsbedingungen werden 
insbesondere dann verwendet, wenn Nukleinsauren aus "schwer" 
aufschliefcbaren Materialien, z.B. Zellen wie etwa Bakterien oder Parasiten 
oder Viren nachgewiesen werden sollen. In diesem Fall kann durch 
chemische, thermische oder/und enzymatische Behandlung die Freisetzung 
der Nukleinasuren wahrend der Inkubation verbessert werden, wodurch eine 
hohere Ausbeute an Nukleinsauren aus dem Probenmaterial sowohl 
hinsichtlich Gesamt-DNA als auch spezifisch hinsichtlich der 
nachzuweisenden DNA erhalten wird. Vorzugsweise wird hierbei eine 
Temperaturerhohung, z.B. auf > 50°C, insbesondere auf > 70°C 
vorgenommen. 

Wenn andererseits Nukleinsauren aus leicht aufschlieSbaren Materialien, 
z.B. empfindlichen Zellen wie etwa Humanzellen bestimmt werden sollen, 
kann die Inkubation auch bei einer verringerten Temperatur, z.B. < 10°C / 
insbesondere < 4°C erfolgen, um auf diese Weise die unerwunschte 
Freisetzung anderer Nukleinsauren in der Probe zu vermeiden oder 
einzuschranken. 

Nach Zusatz der Adsorptionsmatrix erfolgt eine weitere Inkubation der 
Probe. Auch diese Inkubation kann - je nach Erfordernis - bei 
Raumtemperatur, bei einer verringerten Temperatur oder bei fur die 
Freisetzung von Nukleinsauren forderlichen Bedingungen erfolgen. 

Nach der Inkubation kann die Adsorptionsmatrix z.B. durch Zentrifugation 
von der Probe abgetrennt werden. Alternativ kann die Probe direkt mit der 
Adsorptionsmatrix versetzt werden, z.B. bei flussigen biologischen Proben. 
Weiterhin kann die Probe uber eine Adsorptionsmatrix durch Zentrifugation, 
durch Anlegen eines Vakuums oder/und mittels der Schwerkraft gefuhrt 
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werden, wobei die Adsorptionsmatrix vorzugsweise dann abgefullt in einer 
Saule vorliegt. 

Die Behandlung mit Extraktionspuffer und Adsorptionsmatrix fuhrt zu einer 
5 signif ikanten Stabilitatserhohung der in der Probe enthaltenen Nukleinsauren 
und bei einer anschliefcenden Isolierung der Nukleinsauren zu einer besseren 
Reproduzierbarkeit. Dies gilt insbesondere, wenn sich an die Isolierung eine 
enzymatische Manipulation der Nukleinsauren, z.B. eine Amplifikation 
oder/und eine Restriktionsspaltung anschlieBt. Besonders bevorzugt wird die 
10 Amplifikation, z.B. durch PCR (Polymerase Chain Reaction), LCR (Ligase 
Chain Reaction), NASBA (Nucleic Acid Base Specific Amplification) oder 
1 3SR (Self Sustained Sequence Replication) durchgefuhrt. 

Ein besonders bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erfindung ist - wie 
1 5 bereits in PCT/EP96/03595 ausgefuhrt - die Analyse, der Nachweis oder die 
Isolierung von Nukleinsauren, insbesondere DNA, aus Stuhlproben. Durch 
das erfindungsgemafce Verfahren sind saubere und amplifizierbare 
Nukleinsauren aus fakalen Proben erhaltlich, die zum Nachweis von 
Mutationen, insbesondere von tumorspezifischen DNA-Mutationen 
20 verwendet werden konnen. 



# 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzienkit 
zur Stabilisierung und Reinigung von Nukleinsauren aus biologischen 
Materialien, umfassend: 
25 (a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden Probe 
geeigneten Extraktionspuffer wie zuvor beschrieben, 
(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen aus den 
biologischen Materialien. 

30 Die Adsorptionsmatrix kann in einer abgepackten portionierten Form, z.B. 
abgefullt in einer Saule wie etwa einer zentrifugierbaren Minisaule, 



vorliegen. Der Puffer kann in fertiger Form, als Konzentrat oder Lyophilisat 
vorliegen. 

Vorzugsweise enthalt das Reagenzienkit zusatzliche Mittel zur Reinigung 
von Nukleinsauren, die z.B. mineralische oder/und organische Trager sowie 
gegebenenfalls Losungen, Hilfsstoffe oder/und Zubehor umfassen. 
Mineralische Bestandteile von Tragern konnen beispielsweise porose oder 
nicht-porose Metalloxide oder Metallmischoxide, z.B. Aluminiumoxid, 
Titandioxid oder Zirkoniumdioxid, Silicagele, Materialien auf Basis von 
Glasern, z.B. modifizierte oder nicht-modifizierte Glaspartikel oder Glasmehl, 
Quarz, Zeolithe oder Mischungen von einer oder mehrerer der oben 
genannten Substanzen sein. Andererseits kann der Trager auch organische 
Bestandteile enthalten, die z.B. aus gegebenenfalls mit funktionellen 
Gruppen modifizierten Latexpartikeln, synthetischen Polymeren, wie etwa 
Polyethylen, Polypropylen, Polyvinylidenfluorid, insbesondere 
ultrahochmolekularem Polyethylen oder HD-Polyethylen, oder Mischungen 
von einer oder mehreren der zuvor genannten Substanzen ausgewahlt 
werden. 

Der Trager kann beispielsweise in Form von Partikeln mit einer mittleren 
GrolSe von 0,1 /vm bis 100 fjm vorliegen. Bei Verwendung eines porosen 
Tragers ist eine mittlere Porengrd&e von 2 jjm bis 100 //m bevorzugt. Der 
Trager kann beispielsweise in Form loser Schuttungen von Partikeln, 
Filterschichten, z.B. aus Glas, Quarz oder Keramik, Membranen, z.B. 
Membranen, in denen ein Silicagel angeordnet ist, Fasern oder Geweben aus 
mineralischen Tragern, wie etwa Quarz oder Glaswolle sowie in Form von 
Latices oder Frittenmaterialien aus synthetischen Polymeren vorliegen. 

AuSerdem kann das erfindungsgemafc Reagenzienkit auch Hilfsstoffe wie 
Enzyme und andere Mittel zur Manipulation von Nukleinsauren enthalten, 
z.B. mindestens einen Amplifikationsprimer und zur Amplifikation von 
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Nukleinsauren geeignete Enzyme, z.B. eine Nukleinsaurepolymerase 
oder/und mindestens eine Restriktionsendonuklease. 

Die Primer zur Amplifkation von Nukleinsauren stammen 
5 zweckma&igerweise aus den zu analysierenden Genen, dh. beispielsweise 
aus Onkogenen, Tumorsupressorgenen oder/und Mikrosatellitenabschnitten. 
zur Amplifikation von Nukleinsauren geeignete Enzyme und 
Restriktionsendonukleasen sind bekannt und kommerziell erhaltlich. 

10 Weiterhin soil die vorliegende Erfindung durch die nachfolgenden 
Abbildungen und Beispiele erlautert werden. Es zeigt: 

Abb 1 .: die Amplifizierbarkeit von DNA in inhibitorischen Stuhlproben 
unter Verwendung eines Extraktionspuffers des Standes der 
15 Technik (Abb. 1a) und eines erfindungsgemafcen 

Extraktionspuffers (Abb. 1b). 

Beispiel 1 

Analyse von DNA aus Stuhlproben 

20 

DNA wurde aus Stuhlproben unter Verwendung einer Adsorptionsmatrix aus 




Cellulose und Kartoffelmehl gereinigt und anschlie&end mittels PCR 
amplifiziert. 



25 Menschliche Stuhlproben wurden gesammelt, eingefroren und bei -80°C 
aufbewahrt. 200 mg Stuhl wurden in ein 2 ml Mikrozentrifugengefafc 
gegeben und auf Eis gestellt. Dann wurde die Stuhlprobe in 600 //I 
Extraktionspuffer aufgenommen und die Mischung durch Vortexbehandlung 
fur 1 min homogenisiert. 

30 

Die auf Kartoffelmehl und Cellulose basierende Adsorptionsmatrix (200 mg) 
wurde in 300 /j\ Extraktionspuffer aufgenommen und durch 
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Vortexbehandlung resuspendiert. Dann wurde die Matrix-Suspension dem 
unterzogen. 

Die Probe wurde fur 5 min zur Prazipitation von Stuhlpartikeln, der 
Adsorptionsmatrix und anderen Verunreinigungen zentrifugiert. Der 
Uberstand wurde in ein neues Mikrozentrifugationsgefafc uberfuhrt und fur 
weitere 5 min zentrifugiert. 

Die in 600 //I des Uberstands enthaltene DNA wurde mit Hilfe von 
Reagenzien und Zentrifugationssaulen wie folgt noch weiter aufgereinigt. 
Nach einer Proteinase K-Behandlung wurden die Nukleinsauren in 
Gegenwart chaotroper Salze -an einer --Silikagelmembran einer 
Zentrifugationssaule gebunden und "nach wiederholten Waschschritten 
eluiert. 

AnschlieSend wurde den DNA-Eluaten eine Matrize (eine fur GFP (Green 
Fluorescence Protein) kodierende DNA) sowie die weiteren fur dessen 
Amplifikation notwendigen Komponenten (PrimerrPolymerase, Nukleotide, 
Puffer) zugesetzt. Die Endkonzentration der DNA-Eluate im PCR-Ansatz 
betrug 10% (Vol/Vol). 

Es wurden DNA-lsolate aus inhibitorischen Stuhlproben von insgesamt 19 
Personen mittels PGR auf Amplifizierbarkeit getestet (Spuren 1 bis 1 9 in 
Abb. 1a und b). Die Ansatze wurden nach der PCR durch Gelelektrophorese 
aufgetrennt und die Amplifikationsprodukte (zu erwartende Lange 771 bp) 
durch Ethidiumbromidfarbung visualisiert. 

Als Referenz wurde ein DNA Langenmarker (M; 1 kB-Marker, Gibco BRL, 
Bethesda Maryland) auf das Gel aufgetragen. Als Kontrolle wurden dem 
GFP-PCR-Ansatz anstelle der DNA-Eluate Tris-Puffer (T), eine stark 
inhibitorische Stuhl-DNA (I), oder eine nicht inhibitorische Stuhl-DNA (N) 



zugefugt. Desweiteren wurde in einer Kontrollreaktion GFP ohne jegliche 
Zusatze (-) amplifiziert. 

Bei inhibitorischen Stuhlproben konnte unter Verwendung des in 
PCT/EP96/03595 verwendeten Stuhl-Ldsepuffers (500 mM Tris HCI pH 9,0, 
50 mM EDTA, 10 mM NaCI) oftmals kein Amplifikationsprodukt erhalten 
werden. So ist aus Abb. 1 a ersichtlich, date mit dem aus PCT/EP96/03595 
bekannten Protokoll nur bei zwei von 19 getesteten Proben (Proben Nr. 4 
und 15) eine Amplifikation erfolgte. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dafc die Amplif izierbarkeit der DN A 
durch Ersetzen des Standardpuffers mit einem in der folgenden Tabelle 1 
gezeigten Puffer E1 bis E8 dramatisch verbessert werden konnte. 



Tabelle 1 





NaAcetat 


NaCI 


KCI 


EDTA 


SDS 


PVP-10 


PH 


E1 


0,2 M 


2,5 M 




60 mM 


1,5% 


2% 


6,5 


E2 


0,2 M 


0,5 M 




50 mM 


1 ,4% 


3% 


5,0 


E3 


0,1 M 


1,0 M 




60 mM 


1 ,0% 


4% 


6,0 


E4 


0,1 M 


0,5 M 




50 mM 


1 ,4% 


2% 


5,5 


E5 


0,3 M 




0,1 M 


80 mM 


1,5% 


3% 


6,0 


E6 


0,1 M 




0,2 M 


50 mM 


1 ,4% 


2% 


5,5 


E7 


0,3 M 




0,5 M 


60 mM 


1 ,0% 


1% 


4,0 


E8 


0,2 M 




0,1 M 


60 mM 


1 ,0% 


1% 


6,5 



Abbildung 1b zeigt, dafc bei Verwendung eines erfindungsgemafcen 
Extraktionspuffers aus alien 19 Proben eine amplifizierbare DNA isoliert 
werden konnte. 
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Beispiel 2 

Stuhlextraktion bei erhohter Temperatur 



Fur die Detektion von Nukleinsauren aus bestimmten Zellen (z.B. Bakterien, 
Parasiten) Oder Viren ist eine Extraktion der Stuhlprobe bei erhohten 
Temperaturen zweckma&ig, urn eine effiziente Freisetzung der DNA zu 
gewahrleisten. 

Jeweils 1 g Stuhl wurde mit 10 s Agrobakterien versetzt und entsprechend 
der Methode in Beispiel 1 aufgearbeitet. Die Extraktion der Stuhlprobe in 
einem erfindungsgemafSen Puffer erfolgte dabei fur 5 min bei 4°C, 
Raumtemperatur von 18-25°C (RT), 50°C, 70°C, 80°C oder 90°C. Die 
Effizienz der Lyse wurde uber die Gesamt-DNA Ausbeute und die Effizienz 
der Lyse der zugesetzten Agrobakterien uber die Amplifikation einer 
spezifischen Agrobakteriensequenz (Vir-Gen) bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in der folgenden Tabelle 2*gezeigt. 



Tabelle 2 



Temperatur 


Gesamt-DNA Ausbeute (ng///l) 


Vir Amplifikation 


4°C 


115 


+ 


RT 


161 


+ + 


50°C 


255 


+ + + 


70°C 


536 


+ + + + 


80°C 


521 


+ + + + 


90°C 


548 


+ + + + 



Den Ergebnissen liegen jeweils zwei unabhangige Stuhlextraktionen bei der 
angegebenen Temperatur zugrunde. Die Gesamt- DNA Ausbeute wurde uber 
OD-Messung bei 260 nm bestimmt. Die Amplifikationsprodukte wurden auf 
einem Agarosegel aufgetrennt. Mit + ist die Effizienz der Amplifikation 
bezeichnet ( + bis + + + + : zunehmende Effizienz). 
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Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, date sowohl die Gesamt-DNA Ausbeute als 
auch die Bakterienlyse und somit die Amplifikationsausbeute bei einer 
Erhohung der Inkubationstemperatur auf mindestens 50°C, insbesondere 
auf mindestens 70°C deutlich zunimmt. 
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Anspruche 

Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isolierung von 
Nukleinsauren aus biologischen Materialmen, wobei man der 
Nukleinsauren enthaltenden Probe einen Extraktionspuffer und eine 
Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen zusetzt und 
dann die Nukleinsauren von der Adsorptionsmatrix abtrennt, 
dadurch gekennzeichnet, 
date der Extraktionspuffer 

(a) einen pH-Wert im Bereich von 2-8, 

(b) eine Salzkonzentration von mindestens 100 mM oder/und 

(c) eine phenolneutralisierende Substanz enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man einen Extraktionspuffer mit einem pH-Wert von 4-6,5 
verwendet. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen Extraktionspuffer mit KCI oder/und NaCI in einer 
Konzentration von mindestens 100 mM verwendet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft man einen Extraktionspuffer rnit mindestens 0,5% 
Polyvinylpyrrolidon als phenolneutralisierender Substanz verwendet. 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine unlosliche Adsorptionsmatrix auf Kohlenhydratbasis 
verwendet. 



10 




Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man Kartoffelmehl oder Bestandteile daraus gegebenenfalls 
vermischt mit anderen Kohlenhydraten verwendet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Nukleinsauren enthaltende Probe aus Fakalien stammt. 



15 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daQ> die Probe vor dem Inkontaktbringen mit der Adsorptionsmatrix 
im Extraktionspuffer inkubiert wird. 



# 



20 9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die Inkubation bei einer Temperatur < 10°C erfolgt. 



25 



10. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daQ> die Inkubation bei Bedingungen erfolgt, di^fCfTeine~Freisetzung 
der Nukleinsauren forderlich sind. 



1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

date die Inkubation bei einer Temperatur > 50°C erfolgt. 



- 16 - 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch -gekennzeiGhnet,. ^^ ^, ,v%*#^ , * >* >u 

date man die Probe durch Zentrifugation, durch Anlegen eines 
Vakuums oder/und mittels der Schwerkraft uber die 
Adsorptionsmatrix fuhrt. 

Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 1 2 
zur Analyse, zum Nachweis oder zur Isolierung von Nukleinsauren 
aus Stuhlproben. 

Reagenzienkit zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isolierung von 
Nukleinsauren aus biologischen Materialien umfassend: 

(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsaure enthaltenden Probe 
geeigneten Extraktionspuffer wie in einem der Anspruche 1 bis 
4 definiert und 

(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen aus 
den biologischen Materialien. 
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Zusammenfassung 



Die Erfinclung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung, Reinigung oder/und 
Isolierung von Nukleinsauren aus bioiogischen Materialien, insbesondere 
Stuhlproben, die Verunreinigungen und Storsubstanzen enthalten konnen. 
Weiterhin wird ein fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
geeigneter Reagenzienkit beschrieben. 
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